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Objective: To investigate whether GnRH-agonist (GnRH-Ag) using in IVF-ET affects apoptosis of 
human granulosa-luteal cells and expression of peripheral benzodiazepine receptor (PBR) protein 
involved in the apoptosis of the cells. 
Methods: Granulosa-luteal cells obtained during oocyte retrieval were cultured and treated with 
10-5 M GnRH-Ag. Apoptosis of the cells by the treatment was confirmed using DNA fragmentation 
analysis 24 h after culture. The presence of PBR protein within the cells was examined by 
immunofluorescence staining and the expression of the protein was analyzed by Western blotting. In 
addition, it was measured for progesterone and nitric oxide (NO) produced by granulosa-luteal cells 
after GnRH-Ag treatment. To evaluate the relationship between NO production and PBR expression, 
sodium nitroprusside (SNP) as a NO donor was added in media and investigated the expression of PBR 
protein by Western blotting. 
Results: Apoptosis increased in the granulosa-luteal cells 24 h after GnRH-Ag treatment, whereas 
the expression of PBR protein significantly decreased. Furthermore, the production of progesterone and 
nitric oxide (NO) by the cells significantly fell from 12 h after the treatment. In the results of Western 
blotting after SNP treatment, the expression of PBR protein increased in the treatment with SNP alone 
to the granulosa-luteal cells, but was suppressed in the treatment with GnRH-Ag and SNP. Additionally, 
the staining result of PBR protein in the cells showed the even distribution of it through the cell. 
Conclusion: These results demonstrate that GnRH-Ag treatment induces apoptosis, decreasing 
expression of PBR protein and NO production in human granulosa-luteal cells. The present study 
suggests that one of the apoptosis mechanism of human granulosa-luteal cells by GnRH-Ag might be a 
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signal transduction pathway via NO and PBR. 
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benzodiazepine receptor (PBR) 
성선자극호르몬 분비호르몬 (GnRH)은 시상하부
에서 만들어지는 10개의 아미노산으로 구성된 단백
질 호르몬으로 뇌하수체에 존재하는 수용체와 결합
하여 성선자극호르몬인 FSH와 LH의 분비를 자극
하고, 이러한 성선자극호르몬들이 생식소 및 그 부
속기관에 영향을 미친다.1 또한 GnRH는 뇌하수체
를 통하지 않고 난소에 직접적으로 작용하여 난소 
내 과립 세포의 생리적 변화와 난자의 성장과 배란
에 영향을 미치는 것으로 보고되고 있다.2 그러나 
시상하부에서 분비되는 GnRH는 반감기가 매우 짧
아 혈청 내에서 거의 측정되지 않으므로 난소 내에
서 GnRH의 작용은 난소 자체에서 발현되는 GnRH
에 의해 일어나는 것으로 알려져 있다.3 아울러 
GnRH 수용체가 인간의 난소 내에서 발견되면서 난
소에 대한 GnRH의 직접적인 작용에 대한 많은 연
구가 이루어지고 있다.4 
GnRH가 난소에 직접적으로 미치는 작용으로 난
소에서 생성되는 스테로이드 호르몬 합성 억제를 들 
수 있다. 즉, GnRH는 과립 세포의 cyclic nucleotide
의 축적을 억제시키고 LH와 prolactin 수용체의 형
성을 억제시킬 뿐만 아니라 FSH, LH, IGF-1 수용체
의 농도를 감소시켜 progesterone, androgen 및 estro- 
gen의 합성을 억제시키는 것으로 보고되고 있다.5 
또한 다량으로 투여된 GnRH는 생체 내에서 난포의 
발생과 배란을 억제시키며,6 배양된 과립 세포에 처
리하면 inhibin의 생성을 억제하는 것으로 알려지고 
있다.7 
한편 난소에 미치는 GnRH의 작용 중 난소 내 
세포사멸을 직접적으로 유도한다는 것이 밝혀지면
서 GnRH에 의해 일어나는 세포사멸 기전 연구가 
활발히 진행되고 있다.8,9 GnRH는 난소 내 IGFBP-4
의 생성을 유도하여 난포의 폐쇄 (atresia)를 유도하
고, 난소 내 과립 세포 및 황체 세포의 세포사멸을 
직접적으로 유발시키는 것으로 알려지고 있다.10 또
한 GnRH는 황체 세포에서 세포사멸과 관련된 Bax 
유전자의 발현을 증가시키는 반면 생존과 관련된 
Bcl-xL 유전자는 감소시키는 것으로 보고하고 있
다.11 최근에 GnRH-Ag가 황체 세포의 세포사멸과 
함께 세포 내 스테로이드 이동과 관련된 peripheral 
benzodiazepine receptor (PBR) 및 steroidogenic acute 
regulatory (StAR) 단백질의 합성을 억제시키는 것이 
밝혀졌다.12 특히 PBR은 미토콘드리아 외막에 존재
하면서 StAR에 의해 미토콘드리아 외막까지 이동
한 콜레스테롤을 미토콘드리아 내막까지 이동시키
는 단백질로 알려져 있다.13 이러한 PBR은 또한 미
토콘드리아의 막 투과성을 조절하면서 세포사멸에 
관여하는 것으로 알려지고 있으며, 미토콘드리아의 
기능 이상으로 인하여 PBR 단백질이 작용을 하지 
못하면 스테로이드 합성이 억제되고 세포사멸이 유
발되는 것으로 보고되고 있다.14 
Nitric oxide (NO)는 여러 조직에서 다양한 생리적 
역할을 수행하는 세포 내 신호 전달 물질로 알려져 
있다.15 최근 NO 합성 효소인 nitric oxide synthase 
(NOS)가 토끼,16 생쥐,17 및 인간18의 황체와 난포
에서 발견되었고, 난포의 발달,19 배란,20 난자의 성
숙21 등 다양한 여성 생식 기능에 관여하는 것으로 
보고되고 있다. 특히 NO는 난포 및 황체에 의한 
estradiol과 progesterone의 합성을 억제시키면서 난
소의 기능을 조절하는 것으로 밝혀졌다.19,22 또한 
NO는 과립 세포의 세포사멸을 억제하는 효과를 보
이면서 난포 내에 존재하는 생존 인자로 알려지고 
있다.23 더욱이 소 난포 내 과립 세포에서 높은 농
도의 NO는 세포사멸을 억제시키는 반면, 낮은 농
도의 NO는 세포사멸을 촉진시키는 것으로 보고하
고 있다.24 
위에서 기술한 바와 같이 난소에서 일어나는 스
테로이드 호르몬 합성과 세포사멸에 대한 NO의 작
용이 GnRH에 의한 작용과 유사한 것으로 보아, 
GnRH-Ag가 과립-황체화 세포의 스테로이드 호르
몬 합성 억제하고 세포사멸을 유도하는데 필요한 
신호 전달 물질로 작용할 수 있다고 추측된다. 따라
서 본 연구는 인간 과립-황체화 세포를 배양하면서 
GnRH-Ag와 NO 합성제를 처리한 후 생성되는 NO 
양을 측정하고, 또한 PBR 단백질의 발현과 세포사
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멸 양상을 비교함으로써 GnRH에 의한 인간 과립- 
황체화 세포의 세포사멸 기전을 밝혀보고자 하였다. 
 
연구 대상 및 방법 
1. 과립-황체화 세포의 획득 
인간 과립-황체화 세포는 체외수정 및 배아이식 
시술 (IVF-ET)를 시행하는 환자로부터 난자를 채취
하는 과정에서 얻어 사용하였다. 과배란을 유도하기 
위하여 사용된 성선자극호르몬으로는 hMG (Meri- 
onal; IBSA, Swiss)과 hFSH (Metrodin; Serono, Swiss)
이 사용되었다. 외인성 성선자극호르몬 투여 방법은 
기본적으로 단계적 용량 감소법 (step-down fashion)
을 채택하였으며, hMG나 hFSH 투여 시작 후 4일 
후부터 질식 초음파 (Medison 128; Medison Co., 
Korea)를 이용하여 난포의 성장을 감시하였고, 난포
의 성장 정도에 따라 hMG의 용량을 조절하였다. 
최대 난포의 평균 직경이 18 mm에 도달하였거나 
평균 직경이 17 mm 이상인 난포가 2개 이상 있는 
경우에 hCG (Profasi; Serono, Swiss) 10,000 IU를 근
육 주사하였다. hCG 투여 후 35~36시간째에 질식 
초음파 유도 하에서 난자 흡인을 시행하였다. 
각각의 난포에서 추출된 난포액은 배양 접시에 
옮기고 해부 현미경 하에서 난자를 수집한 다음 난
자의 상태를 판정한 후 배양액에 옮겨 배양하였다. 
이후 난포액 내에 존재하는 과립-황체화 세포들을 
채취하였으며 배양액에 옮긴 후 혈구 세포들을 분
리하기 위해 과립-황체화 세포가 들어 있는 배양액 
1 ml를 40% percoll 3 ml 위에 조심스럽게 올려놓고 
300 xg에서 20분간 원심분리하였다. 원심분리 후 과
립-황체화 세포들은 중간에 층을 형성하게 되며 혈
구 세포들은 바닥에 가라앉는다. 과립-황체화 세포
들을 채취하여 배양액으로 3번 세척한 다음 0.1% 
collagenase (Sigma, St. Louis, MO)가 들어 있는 배양
액으로 옮겨 주었다. 37℃ 배양기에서 30분 경과 후 
과립-황체화 세포들을 26 G 주사 바늘을 이용하여 
여러 번 흡입과 배출을 해줌으로써 뭉쳐져 있던 세
포 덩어리를 단일 세포로 분리시킨 다음 heamocy- 
tometer를 이용하여 세포 수를 계산하였다. 생존율
을 조사하기 위하여 trypan blue을 사용하여 염색한 
후 염색되지 않은 세포의 수를 계산하여 생존율을 
분석하였다. 배양에 사용한 세포들은 생존율 70% 
이상을 보이는 것으로 배양액 1 ml당 100,000개의 
세포를 넣어 배양하였다. 
2. 과립-황체화 세포의 배양 
준비된 과립세포 덩어리황체화 세포들은 24-well 
culture plate (Nunc, Denmark)의 1 well (배양액 1 ml)
당 100,000개의 세포를 넣어, 37℃에서 95% 공기와 
5% CO2가 공급되고 100% 습도가 유지되는 배양기 
내에서 배양하였다. 배양액은 Dulbecco's Modified 
Eagle Medium (dMEM; GIBCO BRL)에 10% fetal bo- 
vine serum (FBS; GIBCO BRL)과 2 mM L-glutamine 
(GIBCO BRL), 100 U/ml penicillin (GIBCO BRL), 
100 µg/ml streptomycin (GIBCO BRL)을 첨가하여 
사용하였다. 준비된 과립-황체화 세포를 24-well 
culture plate에 옮겨서 24시간 배양한 후 plate 바닥
에 세포들이 충분히 부착되어 있는 것을 확인하고 
배양액을 갈아주었다. 
3. GnRH-Ag 및 SNP 처리 
배양된 과립-황체화 세포에 10-6 M GnRH-Ag 
(Sigma, St. Louis, MO) 또는 대조군으로 생리식염수
를 처리하였다. 한편 NO가 PBR 단백질 발현에 미
치는 영향을 알아보고자 NO 합성제인 SNP (Sigma, 
St. Louis, MO)를 GnRH-Ag 또는 Hemonglobin (Sigma, 
St. Louis, MO)와 함께 처리하였다. 처리 후 24시간
에 세포들을 수거하여 세포사멸을 조사하였고 또한 
PBR 단백질 발현과 NO 농도를 분석하였다. 
4. 세포사멸 확인을 위한 DNA 분절화 분석 
획득된 과립-황체화 세포에 0.2 ml 분쇄 완충액을 
첨가하고 조직분쇄기를 이용하여 분쇄하였다. 시료
에 12.5 µl의 10% SDS를 넣고 65℃에서 30분간 방
치하였다. 여기에 35 µl의 8 M potassium acetate를 
넣고 시료를 잘 섞은 후 60분간 단백질이 가라앉도
록 얼음에 방치한 후 시료를 4℃, 5000 xg에서 10분
간 원심분리하였다. 상층액은 1.5 ml 미량원심분리 
시험관으로 옮기고 동량의 phenol: chloroform: iso- 
amyl alcohol (25:24:1, V:V:V)를 첨가하여 DNA를 
추출하였으며, 다시 동량의 chloroform: isoamyl alco- 
hol (24:1, V:V)로 재추출하였다. 상층액을 1.5 ml 미
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량원심분리 시험관에 옮기고, 0℃에서 보관한 2.5배 
부피의 100% ethanol을 첨가, -70℃ 초저온 냉동고
에서 1시간 이상 침전시켰다. 이들 시료를 4℃에서 
14,000 xg로 30분간 원심분리하여 DNA를 추출하고 
침전물은 50 µl의 1X TE buffer (10 mM Tris-HCl, 1 
mM EDTA, pH 8.0)에 용해시킨 후 1 µl의 DNase-
free RNase (500 µg/ml; Boehringer-Mannheim, IN)을 
첨가하고 60분 동안 37℃에서 방치하였다. 시료의 
DNA를 동량의 phenol : chloroform : isoamyl alcohol
로 추출 후, 동량의 chloroform: isoamyl alcohol로 
재추출하였다. 상층액을 모아서 0.1배 부피의 3 M 
sodium acetate와 0℃에 보관한 2.5배의 100% ethanol
로 DNA를 침전시키고 -70℃ 초저온 냉동고에서 적
어도 60분 이상 방치시켰다. 이것을 4℃에서 14,000 
xg로 30분간 원심분리하고, 0℃에 보관된 0.2 ml의 
80% ethanol로 세척하고 건조시켰다. 압축 결정물을 
25 µl의 증류수에 녹이고, 260 nm의 흡광도에서 
DNA 양을 측정한 다음 -20℃에 보관하였다. 이렇게 
추출된 DNA를 lane당 5 µg의 농도로 1.5% agarose 
gel에 loading하고, running buffer로는 TBE 용액을 
사용하였으며, 50 V에서 3시간 동안 전기영동을 시
행한 후 ethidium bromide로 염색하여 자외선 tran- 
silluminator로 확인하였다. 
5. 배양액에서 NO 농도 측정 
배양액 내 과립-황체화 세포에 의해 분비된 NO
의 양은 nitrate/nitrite colorimetric assay kit (Alexis 
Biochemicals, San Diego, CA)를 이용하여 측정하였
다. 먼저 배양액은 10 kDa molecular mass cut-off 
filter (Amicon, Millipore Co., Bedford, MA)을 이용하
여 여과하였으며, 여과된 배양액은 nitrate reductase
와 enzyme cofactor가 포함된 용액과 함께 상온에서 
3시간 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 후 sulfanila- 
mide와 N-[1-naphthyl] ethylenediamine을 첨가하고 
10분간 방치한 다음 microplate reader (Spectra Max 
250, Molecular Devices, Sunnyvale, CA)을 이용하여 
540 nm에서 측정하였다. 
6. PBR의 Western blot 분석 
획득된 과립-황체화 세포들은 50 mM Tris-base 
(pH 7.4), 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.1% Tween- 
20, protease inhibitors (0.1 mM phenyl methyl-sulfonyl- 
fluoride, 5 g/ml aprotinin, and 5 g/ml leupeptin)가 포함
된 homogenization buffer에서 분쇄한 후 12,000 xg
에서 30분간 원심분리하였다. 단백질의 농도는 DC 
protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 
CA, U.S.A.)를 이용하여 측정한 후 동일한 양을 10% 
SDS-PAGE에서 전기영동을 시행하였다. 
전기영동에 의해 분리된 단백질들은 blotting 방
법으로 nitro-cellulose membrane으로 옮기고, 5% 
non-fat dry milk가 포함된 Tris-buffered saline (TTBS; 
10 mM Tris (pH 7.6), 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20) 
용액에 1시간 동안 담가 비특이적 결합을 방지하기 
위한 blocking을 수행하였다. Blocking된 membrane
은 rabbit polyclonal anti-human PBR (Trevigen, Gai- 
thersbug, MD) 일차 항체들이 1:1,000으로 희석된 
TTBS에서 1시간 동안 반응시켰다. TTBS로 1분씩 
3회 세척 후 이차 항체인 anti-rabbit horseradish 
peroxidase-conjugated antibody (Santa Cruz Biotechno- 
logy, Santa Cruz, CA)를 TTBS에 1:1,000으로 희석
시킨 후 40분 동안 상온에서 반응시켰다. 반응이 끝
난 membrane은 chemiluminescence 용액 (ECL kit; 
Amersham Life Science, Buckinghamshire, U.K.)으로 
발색시킨 다음 X-ray film (Hyperfilm, Amersham Life 
Science, Buckinghamshire, U.K.)으로 감광하였다. 
7. PBR의 면역세포화학적 염색 
배양된 과립-황체화 세포에서 PBR에 대한 면역
세포화학적 염색을 위하여, 먼저 배양된 세포를 1% 
paraformaldehyde 용액에서 고정한 후 PBS로 세척
하였다. 비특이적 염색을 방지하기 위하여 goat nor- 
mal serum을 가지고 30분간 상온에서 반응시켰다. 
본 실험에서 사용한 일차 항체들은 rabbit polyclonal 
anti-human PBR 일차 항체로서, 1:100으로 희석시
켜 1시간 동안 상온에서 반응시켰다. PBS로 세척 
후 fluorescein isothiocyanate (FITC)가 결합되어 있는 
anti-rabbit IgG (Jackson Immuno Research laboratories, 
West Grove, PA)을 가지고 30분 동안 상온에서 반응
시켰다. 증류수로 세척한 후 Propidium Iodide를 가
지고 핵을 이차 염색한 다음 봉입하였다. 배양된 황
체 세포에 염색된 PBR의 발현은 형광 현미경 (Ni- 
kon, Tokyo, Japan)을 이용하여 관찰하였다. 
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8. 통계학적 분석 
통계학적 유의성 검정은 one-way ANOVA과 stu- 
dent's t-test 방법을 사용하였으며 p 값이 0.05보다 
작은 경우를 유의하다고 판정하였다. 
 
결  과 
1. GnRH-Ag에 의한 세포사멸 확인 
GnRH-Ag에 의해 인간 과립-황체화 세포의 세포
사멸을 확인하기 위하여 배양된 세포에서 DNA를 
추출한 후 분절화 현상을 확인하였다. 배양 후 4시
간에서는 대조군과 GnRH-Ag을 처리한 군에서 모
두 DNA 분절화 현상은 관찰되지 않았다. 그러나 
배양 후 24시간에 DNA 분절화 현상은 GnRH-Ag를 
처리한 군에서 대조군에 비해 증가하였다 (Figure 1). 
Marker  Saline  GnRH  Saline  GnRH
4 h 24 h
PBR
β-actin
Saline GnRH Saline GnRH Saline GnRH
4 h        12 h         24 h 
A
Figure 1. Effects of GnRH-Ag treatment on DNA
fragmentation in the cultured human granulosa-luteal
cells. The cells cultured for 24 h showed an increase in
DNA fragmentation in GnRH-Ag treatment compared
with those in the saline. 
Figure 2. Nitric oxide levels in the medium (mean ±
EM; n = 5) at points timed after initiation of the treat-
ment. *p<0.05 compared with corresponding saline con-
trols. 
Figure 3. Western blot analysis (mean ± EM; n = 5)
of PBR proteins in the granulosa-luteal cells at points
timed after the commencement of treatment. *p<0.05
compared with corresponding saline controls. 
B
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2. GnRH-Ag에 의한 NO 합성 억제 
Figure 2는 GnRH-Ag 처리 후 배양액 내 NO 농
도를 측정한 결과를 보여 주고 있다. 배양액 내 NO 
농도는 배양 후 12시간에 GnRH-Ag 처리군에서 
3.33±0.66 µM/ml로 대조군 6.21±1.52 µM/ml에 비
해 유의하게 감소하였으며 (p<0.05), 24시간에서도 
각각 2.35±0.91 µg/ml과 4.04±1.23 µg/ml로 유의하
Figure 4. Western blot analysis (mean ± EM; n = 5)
of PBR protein in the granulosa-luteal cells (A & B) and
nitric oxide levels (mean ± EM; n = 5) in the medium
24 h after sodium nitroprusside (SNP) treatment in a
dose-dependent manner. *p<0.05 compared with corre-
sponding saline controls. 
Figure 5. Western blot analysis (mean ± EM; n = 5)
of PBR protein in the granulosa-luteal cells (A & B) and
nitric oxide levels (mean ± EM; n = 5) in the medium
24 h after treatment with GnRH-Ag, sodium nitroprus-
side (SNP), or hemoglobin (Hb). *p<0.05 compared with
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게 감소하였다 (p<0.05). 
3. GnRH-Ag에 의한 PBR 단백질 발현 억제 
배양된 과립-황체화 세포에서 발현되는 PBR 단
백질 양을 분석한 결과, 4시간에는 차이를 보이지 
않다가, 12시간에 GnRH-Ag를 처리한 군 (71.34± 
10.21)에서 대조군 (48.67±6.98)에 비해 유의하게 감
소를 보였다 (p<0.05). 또한 24시간에서도 GnRH- 
Ag를 처리한 군 (72.78±12.32)은 대조군 (43.34± 
5.22)에 비해 유의하게 감소하였다 (p<0.05) (Fi- 
gure 3). 
4. SNP에 의한 PBR 단백질 발현 촉진 
NO 합성제인 SNP를 배양된 과립-황체화 세포
에 처리한 후 PBR 단백질의 발현을 조사한 결과, 
먼저 PBR 단백질의 발현은 0.01 mM SNP (62.48± 
9.20)과 0.1 mM SNP (121.09±11.11)에서 증가하다
가 1 mM SNP (48.76±4.23)에서 급격히 감소하였다 
(Figure 4B). 반면 배양액 내 NO 농도는 처리된 
SNP 농도 의존적으로 증가하는 것을 알 수 있었다 
(Figure 4C). Figure 5은 0.1 mM SNP, Hb 및 GnRH-
Ag를 함께 처리 후 PBR 단백질의 발현 양상과 배
양액 내 NO 농도를 분석한 결과를 보여 주고 있다. 
먼저 PBR 단백질의 발현은 SNP만을 처리한 군 
(239.11±23.12)에서 급격히 증가하였으나 Hb을 함
께 처리한 군 (178.56±13.32)에서는 유의하게 감소
하는 것을 알 수 있었다. 더욱이 GnRH-Ag를 함께 
처리한 경우 (123.98±21.87) SNP에 의한 PBR 단백
질의 발현이 완전히 억제되었다. 또한 Hb (72.13± 
17.09)과 GnRH-Ag (81.98±19.09)를 단독으로 처
리한 경우에서도 PBR 단백질의 발현이 대조군 
(113.60±13.54)에 비해 감소함을 보여주었다 (Figure 
5B). 배양액 내 NO 농도의 변화는 SNP만을 처리한 
군 (23.21±2.12 µg/ml)에서 급격히 증가하였으나, 
Hb을 함께 처리한 군 (8.95±1.93 µg/ml)에서는 급격
히 감소하는 것을 알 수 있었다. 반면 GnRH-Ag를 
함께 처리한 경우 NO 농도가 SNP만을 처리한 군
과 비슷한 수준인 19.78±2.67 µg/ml을 보였다. 또한 
Hb (2.10±1.09 µg/ml)과 GnRH-Ag (1.97±0.91 µg/ml)
를 단독으로 처리한 경우에서도 PBR 단백질의 발
현이 대조군 (5.66± 1.24 µg/ml)에 비해 감소함을 
보여주었다 (Figure 5C). 
5. PBR의 면역세포화학적 염색 
배양된 과립-황체화 세포에서 PBR 단백질이 발
현되는 지를 확인하고자 면역세포화학적 방법으로 
Figure 6. Localization of PBR protein in the cultured human granulosa-luteal cells. Green spots displaying PBR
expression localize on mitochondria in even throughout the cell. A; Fluorescent and B; Light microphotographs. Original
magnification X400. 
BA
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염색한 결과, 녹색 형광을 보이는 점들이 세포 전
체에 균일하게 분포하고 있음을 관찰할 수 있었다 
(Figure 6). 
 
고  찰 
 
GnRH는 인간 난소 내 세포들에 직접적으로 작
용하여 세포사멸을 유도하며, 이러한 GnRH에 의한 
세포사멸으로 인하여 과배란 유도 과정에서 다량으
로 사용되고 있는 GnRH-Ag 또한 난소에 직접적으
로 작용하여 난소의 기능을 억제할 수 있는 것으로 
알려지고 있다.25 그러나 과배란 유도 과정 중 함께 
사용하고 있는 FSH는 이러한 GnRH-Ag의 세포사멸 
기전을 억제시킬 수 있는 것으로 밝혀졌으며, 오히
려 GnRH-Ag를 과배란 유도 과정에 사용한 경우 
일정한 성숙도를 가진 다량의 난자를 획득할 수 있
는 것으로 보고하고 있다.26 그러나 현재 난소에 대
한 GnRH의 직접적인 기전을 설명하기 위한 많은 
논문들이 보고되고 있으나, 아직 GnRH-Ag에 의한 
난소 세포의 세포사멸 기전은 잘 알려져 있지 않다. 
따라서 본 연구에서는 난소 세포에서 GnRH-Ag에 
의한 세포사멸 기전을 밝히고자 인간 과립-황체화 
세포를 이용하여 GnRH-Ag 처리 후 세포 내 NO 
합성과 PBR 단백질의 발현 변화를 조사함으로써 
GnRH-Ag에 의한 세포사멸 신호 전달 기전을 알아
내고자 하였다. 
먼저 GnRH-Ag에 의해 인간 과립-황체화 세포의 
세포사멸이 일어나는 지를 확인하기 위하여 배양된 
과립-황체화 세포에 GnRH-Ag를 처리한 후 DNA
를 추출하여 분절화 현상을 조사하였다. 본 실험 결
과 배양 후 24시간에 DNA 분절화가 GnRH-Ag를 
처리한 군에서 대조군에 비해 증가함을 알 수 있었
다. GnRH-Ag에 의한 DNA 분절화 현상은 인간 난
소 세포에서 뿐만아니라 흰쥐, 소, 돼지의 난소에서
도 보고되고 있으며, 이러한 결과들은 GnRH-Ag가 
인간에서 뿐만아니라 다른 포유류의 난소에서도 세
포사멸을 유도할 수 있다는 것을 보여주고 있다. 흰
쥐를 이용한 실험에서 다량으로 투여된 GnRH-Ag
는 투여 시간과 투여 량에 비례하여 과립 세포의 
세포사멸을 증가시키는 것으로 보고하였으며,27 또
한 GnRH-Ag는 황체 세포에서 세포사멸과 관련된 
Bax 유전자의 발현을 증가시키는 반면 생존과 관련
된 Bcl-xL 유전자는 감소시키는 것으로 보고하고 
있다.11,14 이러한 결과들은 과립 세포 또는 황체 세
포에 존재하는 특정한 GnRH 수용체에 GnRH-Ag
가 결합하여 직접적으로 유도된 것으로 생각하고 
있다.28 
현재 GnRH-Ag에 의한 난소 내 세포사멸 기전 
연구는 기존에 알려진 신호 전달 물질에 대한 연구 
결과를 기초로 활발히 진행되고 있다. 특히 대표적
인 신호 전달 물질인 NO는 난소 내 스테로이드 호
르몬 합성 조절자로서 뿐만아니라 세포의 죽음을 
억제하는 생존 조절자로서 중요한 역할을 하는 것
으로 알려져 있다.29 그러나 난소 내 세포사멸과 연
관된 NO의 역할에 대해서는 스테로이드 호르몬 합
성에서와 같이 많은 논쟁이 있어 왔다.30 높은 농도
의 NO는 난포 내 과립 세포의 세포사멸을 억제하
는 반면, 낮은 농도에서는 세포사멸을 유도하는 것
으로 보고하였다.31 이러한 결과들은 세포 내 NO가 
스테로이드 호르몬 합성에 미치는 영향과 마찬가지
로 세포의 종류나 농도에 따라 세포사멸에도 다른 
효과를 나타낼 수 있다는 것을 시사하고 있다. 본 
실험 결과에서도 GnRH-Ag에 의해 유도된 NO 합
성의 감소와 함께 과립-황체화 세포의 세포사멸이 
증가됨을 관찰할 수 있었다. 이러한 결과는 GnRH-
Ag 처리에 의한 NO 합성의 감소가 과립-황체화 
세포의 세포사멸을 유발시키는 하나의 요인으로 작
용할 수 있다는 것을 보여주고 있다. 최근 흰쥐를 
이용한 실험에서 체내로 GnRH-Ag를 투여한 경우 
황체 내 NO와 NOS의 합성은 감소하면서 세포사멸
은 증가하였고, 또한 체외에서 배양된 황체 세포에 
GnRH-Ag를 처리한 경우에서도 마찬가지로 NO와 
NOS의 합성이 감소하면서 세포사멸은 증가한다는 
것을 보고하였다.32 반면 배양된 과립 세포에 NO 
합성제인 S-nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine을 처리
한 경우 직접적으로 세포사멸이 억제된다는 보고가 
있었으며,33 또한 흰쥐 난포에 SNP를 처리한 경우 
FSH를 처리했을 때 만큼이나 세포사멸을 억제시키
는 것을 보고하였다.34 
본 실험 결과 GnRH-Ag를 처리한 과립-황체화 
세포에서 NO 농도의 감소와 함께 PBR 단백질 발
현이 감소함을 관찰할 수 있었다. NO 농도와 PBR 
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단백질 발현과의 관계를 알아보고자 먼저 NO 합성
제인 SNP를 농도별로 처리하고 PBR 단백질의 발현 
변화를 조사한 결과, NO 농도의 증가와 함께 PBR 
단백질의 발현도 증가함을 알 수 있었다. 그러나 1 
mM SNP를 처리한 경우 NO의 농도는 급격히 증가
하였으나 PBR 단백질의 발현은 반대로 감소하는 
것을 관찰할 수 있었다. 이는 고 농도의 NO가 가지
고 있는 세포 독성으로 인해 배양된 세포들이 죽음
으로써 일어난 것으로 사료된다. NO 합성과 PBR 
단백질 발현과의 관계를 좀 더 정확히 분석하기 위
하여 NO 합성제인 SNP와 반대로 합성된 NO를 제
거하는 것으로 알려진 Hb를 함께 처리하면서 PBR 
단백질의 발현을 조사하였다. SNP만을 처리한 군에
서 PBR 단백질의 발현은 급격히 증가하였으나, Hb
을 함께 처리함으로서 유의하게 감소함을 알 수 있
었다. 더욱이 GnRH-Ag를 함께 처리한 경우 SNP에 
의한 PBR 단백질 발현이 완전히 억제되었다. 이는 
SNP로 인해 증가된 NO이 Hb에 의해 제거됨으로
서 PBR 단백질의 발현이 감소한 것으로 사료된다. 
그러나 GnRH-Ag에 의한 PBR 단백질 발현의 감소
는 세포 내 NO 농도가 SNP에 의해 충분히 증가되
어 있는 것으로 보아 NO가 아닌 또 다른 신호 전
달 기전이 관여하고 있을 것으로 추측된다. 
GnRH-Ag에 의한 과립-황체화 세포의 세포사멸에 
관여할 것으로 판단되는 PBR은 분자량이 18 kDa
인 단백질로써 난소를 포함한 여러 조직에 존재하
는 것이 밝혀졌다.35 미토콘드리아 외막에 위치하고 
있는 PBR은 Ro5-4864 또는 isoquinoline carboxa- 
mide와 같은 benzodiazepine들과 결합하여 voltage-
dependent anion channels을 조절하는 것을 알려져 
있다.36 더욱이 이러한 조절을 통하여 oxidative pho- 
sphorylation에 관여하고, 특히 콜레스테롤을 미토콘
드리아 외막에서 내막 쪽으로 이동시키는 중요한 
역할을 하는 것으로 보고되었다.13 최근에는 이러한 
PBR이 세포의 세포사멸에 직접적으로 관여한다는 
논문들이 보고되고 있다.32 미토콘드리아는 세포사
멸 과정에서 중심적인 역할을 하는 세포 내 소기관
이다.38 이는 본 실험에서도 PBR에 대한 면역화학
적염색을 통해 세포 내 위치가 미토콘드리아임을 
재확인하였다. 미토콘드리아의 투과성을 조절하는 
통로 (mitochondrial permeability transition pore; MPT)
의 개방은 미토콘드리아 내막의 potential 변화를 유
도하여 미토콘드리아 내부로부터 향세포사멸 (pro-
apoptotic) 단백질의 방출을 촉진시킨다. PBR은 미토
콘드리아 막에 존재하면서 MPT 통로와 연관이 있
는 것으로 알려져 있으며, 이로 인하여 미토콘드리
아 내막의 potential이 조절되고 세포사멸이 유도될 
수 있다. 최근 PBR ligand에 의해 세포사멸이 조절
될 수 있다는 논문들이 보고되고 있다. 즉, leukae- 
mic cells (HL 60)에 PBR ligand로 알려진 PK 11195, 
Ro5-4864, pyrrolo-1,5-benzoxazepines 등을 처리한 
경우 세포사멸이 유도되는 것을 관찰할 수 있었
다.39 한편 혈액 또는 상피 근원 세포주에서는 Ro5-
4864와 PK 11195가 세포사멸을 유도하지 못하는 
것으로 보고하고 있다.40 이러한 결과들은 PBR 또
한 NO와 마찬가지로 세포의 종류에 따라 세포사멸 
조절 기전에 다른 영향을 미칠 수 있다는 것을 보
여주고 있다. 
본 연구에서 GnRH-Ag에 의한 인간 과립-황체화 
세포의 세포사멸은 세포 내 NO 합성의 감소로 인
한 PBR 단백질 발현의 감소와 연관이 있는 것으로 
보여주었다. 이러한 결과는 NO가 GnRH에 의한 세
포사멸 기전에 중요한 신호 전달 물질로 작용하고 
있음을 시사하고 있으며, 또한 NO에 의한 PBR 단
백질 발현 조절을 통해서 미토콘드리아의 투과성에 
변화를 유도함으로써 인간 과립-황체화 세포의 세
포사멸을 유도하는 것으로 사료된다. 
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